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(57) Abstract . 

The invention relates to template-textured materials in the form of template-textured polymers (TGP) on various surfaces including 
membranes (TGM template-textured membranes). Said materials are created by modifying the surface of solid carriers, which by 
cross-linking polymerization of functional monomers initiated on the surface of said solid carriers in the presence of a template, leads 
to stable template prints that subsequently bind template molecules or template derivatives in a specific manner. The invention also relates 
to methods for the production of TGPs and to the use thereof for substance-specific separation of materials. 

(57) Zusammenfassung 

Die Ernnduri'g betrifft Templat-gepragte Materialien in Gestalt Templat-gepragter Polymere (TGP) auf beliebigen Oberfiachen wozu 
auch Membranen gehoren (Templat-gepragte Membranen, TGM). Sie entstehen durch Modifizierung der Oberflache von festen Tragem, die 
auf dem Wege einer an der Trageroberflache initiierten vemetzenden Polymerisation funktioneller Monomere in Gegenwart eines Templates 
zu stabilen Templatabdrttcken fuhrt, die anschlieBend Templatmolekule oder Templatderivate spezifisch binden. Die Erflndung betrifft 
femer Verfahren zur Herstellung von TGP und ihre Verwendung fur die substanzspezifische Stofftrennung. 
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TEMPLAT-GEPRAGTE MATERIALIEN, VERFAHREN ZU IHRER HERSTELLUNG UND IHRE VERWENDUNG 



Beschreibung 

5 

Die Erfindung betrifft neuartige Templat-geprSgte Materialien in Gestalt Templat-gepragter 
Polymere (TGP) aus waBrigen LGsungen sowie TGP auf einem festen TrSger (z.B. Membra- 
nen), Verfahren zu ihrer Herstellung und ihre Verwendung filr die substanzspezifische Stoff- 
trennung. 

10 

In der Biotechnologie benfitigt man fiir Produkte wie Enzyme, monoklonale AntikSrper oder 
rekombinante Proteine neue effiziente Trenn- und Reinigungsstrategien. Dies gilt auch fiir 
synthetische Wirkstoffe, insbesondere wenn sie eine komplexere Struktur oder/und ein hohe- 
res Molekulargewicht bzw. eine eingeschrMnkte Stability aufweisen. 

15 FUr alle diese Anwendungsgebiete werden substanzspezifische Hochleistungsmaterialien ge- 
siicht, wobei eine grofie FlexibilitMt in Anpassung an die speziellen Targets erforderlich ist 
Voizugsweise werden feste Materialien (Partikel, Filme) eingesetzt, urn die Phasentrennung 
vori festen und flttssigen StoffstrSmen zu vereinfachen. Im Unterschied zu Trennverfahren, 
die auf unterschiedlichen physikalischen Eigenschaften beruhen, ist die chemische AffinitSt 

20 zum Trager die Voraussetzung fUr substanzspezifische Trennungen. Substanzspezifitat kann 
durch biologische oder biomimetische Rezeptoren erzielt werden. Fiir Affinitatstrennungen 
werden bislang entweder spezifische, aber sehr empfindliche biologische Liganden (z.B, An- 
tikdiper, Enzyme) oder relativ unspezifische synthetische Liganden (z.B. Farbstoffe, Metall- 
chelate) verwendet; Beispiele sind Chromatographie, Festphasenextraktion, Membrantren- 

25 nung, Festphasenassays oder Sensoren (D. Sii, A. Sadana, J. BiotechnoL 19 (1991) 83). 

Porenfreie Filme bzw. Schichten oder Partikel mit affmen Liganden an der OberflSche besit- 
zen e ine beschrSnkte Bindungskapazitat; bei porosen Materialien mit grofierer spezifischer 
OberflSche und Bindungskapazitit treten typischerweise Einschrankungen der Bindungska- 
pazitat durch Diffusionslimitierungen auf. Gerichtet durchstrombare porose Membranen sind 
30 deshalb besonders attraktive alternative Materialien. Etablierte Membranverfahren mit poro- 
sen M mbranen wie Mikro- oder Ultrafiltration (MF oder UF) funktionieren nach dem Gro- 
Benausschlufiprinzip (W. Ho, K. Sirkar (Eds.), Membrane Handbook, van Nostrand Reinhold, 
New York, 1992). Die Trennung von Substanzen ahnlicher Molekiilgrofle mit porosen Mem- 
branen erfordert zusatzlich spezifische (Affinitats-) Wechselwirkungen mit der Membran (E. 



WO 00/07702 



2 



PCT/DE99/02429 



Klein, Affinity Membranes, John Wiley & Sons, New York, 1991). 

Die Hauptmotivation fOr die Anwendung von Affinitatsmembranen besteht in der Moglichkeit 
der gerichteten Ahstromung trennspezifischer Gruppen (Liganden/Rezeptoren), die'sich in 
groBer Dichte in den Poren befinden. Damit wird eine drastische Verbesserung der EfTektivi- 
tat (geringerer Druckabfall, kiirzere Verweilzeiten, hohere Durchsatzgeschwmdigkeiteh, kaum 
DifEusionslimitierung in Poren, schnellere Equilibrierung) im Vergleich zu analogen Prozes- 
sen mit Partikeln moglich (D. K. Roper, E. N. Lightfoot, J. Chromatogr. A 702 (1995)3). 
Solche Affinitatsmembranen kfinnen fur Stofftrennungen, vorzugsweise yon Proteineri, aber 
auch vieler anderer Substanzen (z.B. Peptide, Nukleinsaurederivate, Kohlehydrate oder ver- 
schiedene Toxine, Herbizide, Pestizide) bis zu Zellen genutzt werden (US 5766908). Aufier- 
dem ergeben sich vielfaltige AnwendungsmSglichkeiten in der Analytik, wie z.B. zur hochse- 
lektiven Probenanreicherung oder auch zur Dekontamination von Stoffetromen 
(DE 19609479). 

Eine sehr attraktive Alternative zu biologischen oder biornimetischen Affinitats- 
Uganden^.ezeptoren, z.B. fur Chromatographic oder Analytik, wurde in den letzten Jahren 
entwickelt Dies ist die Nutzung von spezifischen, aber sehr robusten tunktionellen Kavitaten 
("molekularen Abdrticken") in synthetischen Polymeren, hergestellt durch moiekular pragende 
Polymerisation (G. Wulff, Angew. Chem. 107 (1995) 1958; K, Mosbach, O. Ramstrom, 
Bio/Technology 14 (1996) 163; AG. Mayes, K. Mosbach, Trends Anal. Chem. 16 (1997) 
321). Dazu reaUsiert man eine Polymerisation von Monomeren in Gegenwart von Templatmo- 
lekttlen (z.B. Protein, Nukleinsaure, niedermolekulare organische Substanz), die mit einem 
tunktionellen Monomer einen wahrend der Polymerisation relativ stabilen Komplex bilden 
kfinnen. Nach dem Auswaschen des Templates kSnnen die so hergestellten Materialien Tem- 
platmolektile wieder spezifisch binden. Die so synthetisierten Polymere heiBen Templat- 
gepragte Polymere (TGP) I moiekular gepragte Polymere (MJP) oder "Fingerabdruck"- 
Polymere (s. Fig. 1, Fig. 2). 

Auf diese Weise sind z.B. die Herstellung polymerer Sorbentien in Gegenwart kleiner organi- 
scher Molekttle (Patent US 5110833) bzw. makromolekularer Substanzen (US 5372719) oder 
die Synthese von Acrylamid- bzw. Agarosegelen in Gegenwart von Proteinen beschrieben 
worden (Patente US 5728296, US 5756717). Auch Peptid- bzw. Proteinspezifische Sorbenti- 
en, hergestellt durch "Oberflachenpragen" von Metallchelatstrukturen auf speziell funktiona- 
lisierte Partikeln, wurden beschrieben (US 5786428). In alien Fallen wurden hohe Affinitaten 
fttr die jeweiligen Template erhalten. Die Anwendung von durch molekulares Pragen herge- 
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stellten kiinstlichen Antik6rpern und Rezeptoren hat sehr grofle Vorteile, weil diese. Struktu- 
ren viel stabiler als ihre nattirlichen Analoga sind. Auflerdem konnen sie. ftir jede Substanz 
(selbst fiir solche mit wenig ausgepragten Antigen-Eigenschaften, wie z.B. kleine Molekttle 
oder Immunodepressiva) synthetisiert sowie wesentlich einfacher und kostengtinstiger als die 
5 entsprechenden Biomolekiile hergestellt werden. 

Die Auswahl der Komponenten fur die Synthese eiaes TGP erfolgt vor allem aufgrund der 
Wechselwirkungen zwischen Templat und funktioneliem Monomer. Mit dem Ziel, diese 
Wechselwirkungen moglichst effektiv und fttr Affinitatswechselwirkungen zugSnglich zu 
"fixieren", werden zusatzlich geeignete Venietzer und Losungsmittel gewShlt. 

10 Jede Substanz mit definierter dreidimensionaler Gestalt (Form) kann als Templat fiir die 
Synthese von TGP genutzt werden. Substanzklassen reichen folglich von kleinen Molekttlen 
mit Molekulmassen unter oder urn 100 Da (z.B. Herbizide) bis zu Partikeln wie Viren, Bakte- 
rieh oder Zellen, Allerdings sind Verbindungen mit biologischer Funktion wie Proteine, Pep- 
tide, NukleinsSuren oder Kohlehydrate von besonders grofiem Interesse. Die Erkennung von 

15 Templaten durch TGP basiert auf der Kombination verschiedener Faktoren wie reversibler 
kovalenter oder nichtkovalenter Bindung, elektrostatischer und hydrophober Wechselwirkun- 
gen sowie der Komplementaritat der Gestalt (Form). Welcher dieser Faktoren dominiert, ist 
von der Polymerstruktur, den Templateigenschaften sowie deri Bindungsbedingungen abhan- 
gjig. Z.B. sind in hydrophoben Losungsmitteln oft elektrostatische Wechselwirkungen ftir die 

20 Templaterkennung durch TGP dominierend. Dagegen sind in polaren Losungsmitteln hydro- 
phobe Wechseiwirkung sowie die Gestaltspezifitat am wichtigsten fur die Templaterkennung. 
Vorzugsweise sollten TGP unter Bedingungen synthetisiert werden, die starke, aber reversible 
Wechselwirkungen zwischen dem Polymer und dem Templat favorisieren. Fur grofle Molekii- 
le (100...100000 Da) kann dagegen auch eine Kombination von vielen schwacheren Bindun- 

25 gen unter Einbeziehung von Wasserstoffbriicken und hydrophobe Wechselwirkungen gllnstig 
seiri. Fiir kleine Molekule (50... 100 Da) sind wenige starke Wechselwirkungen wie z.B. ioni- 
sche Bindungen notwendig, urn TGP mit hoher Affinitat zu erhalten. 

Wasser als Losungsmittel oder waflrige Systeme generell sind nattlrlich im Zusammenhang 
mit den o.g. Anwendungen von besonderem Interesse. Von der Natur "optimierte 0 Li- 
30 gand/Rezeptor-Systeme fiinktionieren unter diesen Bedingungen optimal. In der Synthese von 
TGP fiir Anwendungen in waiirigen Systemen gibt es dagegen erst in jungster Zeit erste Fort- 
schritte (L. Andersson, Anal Chem. 68 (1996) Ml; S. Hjerten, J. L. Liao, K. Nakazato, Y. 
Wang, G. Zamaratskaia, H. X. Zhang, Chromatographia 44 (1 997) 227). Besondere Probleme 
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bereiten Synthesen von TGP-Rezeptoren fur kleinere Molekiile. Offensichtlich ist es-bislang 
in solchen Versuchen nur unyollkominen gelungen, neben der Wahl geeigneter Wechselwir- 
kungskrafte auch die detailgetreue Anordnung der funktionellen Gruppen zusteuern. • 

Der Erfindung liegen die Aufgaben zugrunde, den bekannten Stand durch die Entwicklung 
von Templat-geprSgten Materialien zu verbessem. Die Aufgaben wurden dadurch gel6st, dafl 
neuartige Templat-geprSgte Polymere (TGP), z.B. auf Oberflachen fester FormkSrper als TrS- 
ger synthetisiert werden. . 
Die vorliegende Erfindung umfaflt ein allgemeines Polymerisationsverfahren; in prinzipiell 
bekannter Weise ist unter den speziellen erfindungsgemaBen Bedingungen (s.u.) auch die 
Synthese von 7UP-Partikeln mSglich. Da.diese Partikel aber aufgrund der bevorzugten was- 
serldslichen Monomere und wSBrigen Bedingungen (s.u.) mehr oder wenig starken Hydro- 
gelcharakter aufweisen, erfolgt vorzugsweise die Synthese dtinner rGP-Schichten auf festen, 
vorzugsweise polymeren, TiHgem. Dieses Oberflachenpragen fuhrt durch eine selektiv an der 
Trageroberfiache initiierte, kontrollierte vernetzende Polymerisation in Gegenwart von .Tem- 
platmolektllen zu kovalent fixierten, dunnen Schichten mit Templatabdrtlcken auf der gesam- 
ten Trageroberfiache, beispielsweise einer Membran (TGM). Aufgrund der Selektivitat der 
Ihitiierung bleiben Matrix- bzw. Porenstruktur intakt. Somit kann eine unabhangige Optimie- 
rung von Porenstruktur (Kapazitat, Permeabilitat) und OberfiachenfunktionaUtat (Spezifitat 
durch TemplatabdrOcke) durch ein spezielles Herstellungsverfahren erreicht werden. Mogli- 
che Template sind z.B. kleine MolekUle mit Molektilmassen unter oder urn 100 Da (u,a. Her- 
bizide), grSflere Molekiile wie Peptide, Proteine, Nukleinsauren oder Kohlehydrate, oder auch 
Partikel wie Viren, Bakterien oder Zellen. Bei der Filtration durch oder der Applikation auf 
TGP kQnnen die Template oder Templatderivate auch aus verdunnten LSsungen in deh Tem- 
platabdrttcken (funktionellen Kavitaten) mit hoher Spezifitat gebunden werden. Dann kannen 
die Template oder Templatderivate ggf. gereinigt und anschlieBend entweder unter Filtrati- 
onsbedingungen (als Konzentrat) eluiert oder direkt auf dem Trager nachgewiesen werden. 

Polymere Membranen konnen durch Verfahren wie Failungsmittel- oder Temperatur- 
induzierte Phaseninversion in einer Vielzahl von Porenstrukturen sowie mit den gewiinschten 
mechanischen etc. Eigenschaften hergestellt werden. Damit ist eine Auswahl optimaler poro- 
ser Matrixmembranen fur die gewiinschten Trennprozesse mfiglich (E. Klein, Affinity Mem- 
branes, John Wiley & Sons, New York, 1991). 

Die Auswahl der Komponenten fur ein Templat-spezifisches TGP erfolgt vor allem aufgrund 
der Wechselwirkungen zwischen Templat (J) und funktionellem Monomer (FM). Mit dem 
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Ziel, diese Wechselwirkungen moglichst effektiv und fiir Affeitatswechselwirkungen zu- 
ganglich zu "fixieren", werden geeignete Vernetzer (V) und Losungsmittel (LM) gewahlt. Die 
Synthese der TGP-Schichten erfolgt dann in situ durch reaktive Beschichtung der gesamten 
TrageroberflSche, z.B. Membran, aus einem Reaktionsgemisch niedriger Viskositat, aber un- 
ter Erhalt des Komplexes aus T und FM. Diese Funktionalisierung der Membran mit TGP 
erfolgt derart, dafl sowohl die Porenstruktur als auch die Stabilitat der Matrixmembran nicht 
beeintrSchtigt werden, dafi aber auch eine Blockierung der (transmembranen) Poren minimiert 
wird. 

Urn diese Anforderungen zu erfiillen, ist eine photochemische Initiierung einer heterogenen 
Pfropfcopolymerisation (z.B. fiinktionelier Acrylate) zur TGP-Synthese besonders bevorzugt. 
Dafiir resultiert folgender prinzipieller Ablauf der Funktionalisierung: 

1. Beschichtung des Tragers mit Photoinitiator (Phi) 

2. Equilibrieren des Tragers mit dem Reaktionsgemisch (7, FM, V y LM, Phi), 

: im Falle von Membranen: Fiillen und Equilibrieren des Porenvolumens der Matrix- 
memban mit dem Reaktionsgemisch, 

3. :UV-Belichtung: selektive Anregung des Phi, Erzeugung von Startradikalen an der Qber- 
.flSche des Tragers, Polymerisation (vorzugsweise Temperatur, T < 25°C), 

4; Extraktion von unumgesetzten Reaktanden, loslichem Homopolymer und T. 

Diese Funktionalisierungen basieren auf der Wirkung des Tragermaterials als Coinitiator, d.h. 
alle Polymere, aus derien sich photoinitiiert Radikale generieren lassen, die eine Pfropfcopo- 
lymerisation starten konnen, lassen sich auf diese Weise modifizieren. Die TGP- 
Funktionalisierungen sind aus waBrigen oder organischen Losimgsmitteln mSglich. ttber Initi- 
ieruhgs- und Polymerisationsbedingungen lassen sich Funktionalisierungsgrad und damit 
Obeirflachenbedeckung der Matrix steuern. Falls erforderlich, kann so auch eine Blockierung 
der Matrixmembranporen im Falle von TGM minimiert werden. Damit ist die Anwendung des 
fiir die TGP-Synthese etablierten Methodenarsenals auf die Oberflachenfunktionalisierung 
von Tragermaterialien mSglich. 

Ftir die Photofunktionalisierung wurde ein bisher noch nicht bekanntes Zusammenspiel zwi- 
schen Adsorption des Phi und des Tan der (Membran)Polymeroberflache sowie den Polyme- 
risationsbedingungen beobachtet Von einem hydrophilen Polymer (z.B. Nylon) kann ein ad- 
sorbierter hydrophober Phi (z.B. Benzophenon) durch ein hydrophiles T (z.B. Terbumeton) 
verdrangt werden; die Photofunktionalisierung wird dadurch unterdrtickt. Ein solches System 
ist zur rGP-Synthese nicht geeignet. Ein hydrophiler Phi (z.B. BenzophenoncarbonsSure) 
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dagegen coadsorbiert mit dem hydrophilen T am hydrophilen Polymer; die Photofunktionali- 
sienmg ist dadurch hinreichend effektiv; das T bindet spezifisch an dem so synthetisierten 
TGP. Ein hydrophober Phi (z.B. Benzophenon) adsorbiert bevorzugt an einem hydrpphoben 

•i . 

Polymer (z.B. Polypropylen); die Photofunktionalisierung ist effektiv; fur ein hydrophijeres T 
(z£. Terbumeton) dominieren die Bindungen zu Templatabdrucken im Pfropfcopqjymer. 
Daraus kQnnen unterschiedliche 7GP-Strukturtypen abgeleitet werden (s. Fig. 3): 

a) Templatabdrucke innerhalb oder/und an der Oberflache einer vemetzten Pfropfcopoly- 
merschicht, die an der TrageroberflSche fixiert ist, 

b) TemplatabdiflckedirektanderTragerdberfl^^ 

Auch eine chemische Pfropfung von Polymeren bzw. Polymervernetzung (z.B. Synthese von 
Polyanilinderivaten) auf der Oberflache einer Matrixmembran ist zur Herstellung von TGP 
geeignet. 

Template. Geeignete Substanzklassen reichen von kleinen MolekUlen mit Molekttlmassen 
unter oder uin 100 Da (zB. Herbizide) bis zu Partikeln wie Viren, Bakterien oder Zellen. Die 
Templatkonzentrationen in der Monomermischung fiir die 7C7P-Herstellung betragen zwi- 
schen 0,01 und 50%. Mit der vorliegenden Erfindung kSnnen auch in wSBrigen Systemen 
ionische und elektrostatische Wechselwirkungen sowie Wasserstoffbriickenbindungen zur 
Synthese von TGP und somit zur molekularen Erkennung genutzt werden. Hydrophobe 
Wechselwirkungen kflnnen einen zusatzlichen Beitrag liefern. Dies ergibt insbesondere fur 
kleine MolekiUe signifikante Verbesserungen und ist auch fur biologisch relevante MolekUle 
wie z.B. Aminosauren, Peptide, Nucleinsauren, Oligonucleotide, Zucker sowie Oligosacchari- 
de, aber auch fur Proteine oder DNA und RNA nutzbar. 

Funktionelle Monomere mit positiv oder negativ geladenen funktionellen Gruppen (z.B. Ami- 
noethylacrylat-Derivate oder Acrylsaure bzw. Methacrylsaure) sind fiir die TGP-Synthese 
geeignet. ZusStzlich kSnnen hydrophobe Einheiten wie z.B. aromatische Ringe, Kryptandeh 
oder Cyclodextrine in TGP eingebaut werden. Auch zur Komplexbildung befahigte Monome- 
re wie Metallchelatkomplexe, Schiff sche Basen und spezielle Ester konnen fiir die Herstel- 
lung von TGP genutzt werden. Auch Anilin und -derivate mit weiteren funktionellen Gruppen 
konnen fiir die rGP-Synthese genutzt werden. Weiterhin sind z.B. auch Derivate der Phenyl- 
boronsSure, die mit Diolen Ester bilden k6nnen, als funktionelle Monomere geeignet. Die 
Konzentration funktioneller Monomere in der Mischung kann zwischen 0 und 100% betragen. 
Die Losungsmittel fiir die Polymerherstellung konnen das Monomer selbst, Wasser (Puffer), 
organische LSsungsmittel oder deren Mischungen sein. Generell hangt der optimale Mono- 
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mertyp fiir TGP von der Templatstruktur sowie den Polymerisationsbedingungen ab. In Ab- 
hSngigkeit von den Polymerisationsbedingungen sowie der Zusammensetzung k8nnen die 
geprfigten Polymere in der gewttnschten Dichte, Porositat, Vernetzungsdichte und Konsistenz 
hergestellt werden. Beispiele fiir Vernetzer sind Ethylenglycolbismethacrylat fur funktionelle 
Acrylate, o-Phenylendiamin fur Polyanilin, N,N-Methylenbisacrylamid oder Piperazin- 
bisacrylamid fiir Acrylamid oder Bisepoxide fur Agarose. Die Vemetzerkonzentrationen in 
der Monomermischung betragen zwischen 0 und 80%. 

Um das Templat wieder aus dem TGP herauszuwaschen, k6nnen z.B. eine SSure, die die 
elektrostatischen Wechselwirkungen stort, eine SalzlSsung mit einer zur Dissoziation ausrei- 
chenden Ionenstarke oder ein Ldsungsmittel mit anderer Polaritat verwendet werden. Dadurch 
werden in den Poren oder/und an der OberflSche des Polymers die zur Templatstruktur kom- 
plementaren Bindungsstellen wieder freigesetzt. Allerdings sind auch Anwendungen von TGP 
mit gebundenem Templat moglich. 

Durch Wahl der Funktionalisierungsstrategie bzw. -bedingungen konnen neben einer optima- 
len Spezifitat der TemplatabdrUcke auch die unspezifischen Wechselwirkungen von struktu- 
rell ahnlichen oder verscbiedenen Substanzen mit dem TGP mimmiert werden. Beispiele da- 
fur sind die Optimierung des funktionellen Monomers und/oder des Vernetzers, Zusatze im 
Reaktionsgemisch (z.B. von hydrophilen Monomeren), Mehrschritt-Modifizierungen oder 
nachtragliche Derivatisierungen. Damit wird die Selektivitat der TGP erh6ht 

Die Strukturcharakterisierung der TGP erfolgt in prinzipiell bekannter Weise mit etabherten 
Verfahren, z.B. durch REM-Untersuchungen (REM - Raster-EIektronen-Mikroskop), FTIR- 
ATR^-Spektroskopie (Fourier Transform Infrared - Attenuation of Total Reflexion; Itifra- 
rotspektroskopie mit AbschwSchung der Totalreflexion), Funktionalgruppenanalytik mit 
photometrischen oder fluorimetrischen Methoden, Kontaktwinkelmessungen, Permeabilitats- 
messungen sowie statische und dynamische Sorptionsexperimente mit dem Templat oder an- 
deren strukturell Shnlichen bzw. verscbiedenen Substanzen. Insbesondere die statischen und 
dynamischen Bindungskapazitaten der TGP fur das Templat, in Abhangigkeit von TGP- 
Struktur und den Testbedingungen (Konzentration, Verweilzeit, apphzierte Stoffmengen und 
Voiumen, Spttlbedingungen usw.) sind wesentlich im Hinblick auf die vielfaitigen Anwen- 
dungen der TGP. 

Template oder Templatderivate werden bei der Filtration durch oder der Applikation auf TGP, 
auch aus hoher Verdiinnung, in den Templatabdrilcken mit hoher Spezifitat gebunden. Dann 
kfinnen die Template oder Templatderivate ggf. gereinigt und anschlieflend entweder unter 
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Filtrationsbedingungen (als Konzentrat) eluiert oder direkt auf dem Trager nachgewiesen 
werden (s. Fig. 4). 

Folgende Anwendungen ergeben sich aus der erfindungsgemafien Losung, ohne daB damit die 
AnwendungsmSglichkeiten auf die konkreten Falle beschrankt werden soli: 

1 . Filtration (Perfusion) von Lflsungen, aber auch gasformige Gemischen, durch TGP, ' 

2. Diffusion (Dialyse) oder Elektrodiffusion (-dialyse) durch TGP, 

3. Anwendung von TGP in Festphasenextraktion, (Membran-)Chromatographie oder 'Elek- 
trophorese, 

4. Anwendung von TGP in Sensoren, 

5. Anwendung von TGP als Katalysator, 

6. Applikation von Losungen, aber auch gasfdnnigen Gemischen, auf TGP\ Beispiele Test- 
streifen, Blottingmembranen, Assays, Drugscreening. . ' , ; . . 

Mit den synthetisierten TGP ist z.B. die effiziente und spezifische Aufkonzentrierung von 
Schadstoffen (Herbiziden) aus verdttnnten Losungen moglich (vgl. 1.). Das kann einerseits 
dazu genutzt werden, solche Substanzen quantitativ zu eliminieren (Detoxifikation); anderer- 
seits ist aber auch eine definierte Anreichening (analog zur Festphasenextraktion; vgl. 3.) fur 
die folgende Spurenanalytik mSglich. Z.B. die effiziente Hochreinigung von Proteinen, ein 
ProzeB von hSchster Relevanz fur die Biotechnologie, ist mit TGP ebenfalls m8glich (vgl. 1). 
Auch dabei sind, in Abhangigkeit von Protein und ProzeB, sowohl die Analytik, eine Herstel- 
lung in reiner Form, als auch eine Dekontamination mSglich. 

Der bekannte Stand laBt sich erfindungsgemafi durch neuartige TGP verbessern, die aus wSB- 
rigen Reaktionsmischungen synthetisiert werden und unter waflrigen Bedingungen, insbeson- 
dere in Gegenwart von Puffersalzen, auch hohe Spezifitaten aufweisen. 

Ein Komplex zwischen Templat und Junktionellem Monomer, der im wesentlichen auf ioni- 
schen Bindungen basiert, kann leicht durch erhohte Salzkonzentration gespalten werden. Die- 
ser Effekt kann zum einen fiir die Elution des Templates aus dem TGP genutzt werden, 
schrankt aber zum anderen die Anwendbarkeit fur Affinitatstrennungen, mit Ausnahme von 
wafirigen L6sungen niedriger Ionenstarke, sehr stark ein. 

Oberraschenderweise ftthrt nun der Zusatz von Salz (z.B. Puffer) wahrend der Polymerisation 
zu TGP, die eine hohe Affinitft fur Templatmolekiile bei ahnlich hoher Salzkonzentration 
(z.B. des Puffers unter den bevorzugten Anwendungsbedingungen) haben. Dieser Effekt kann 
phfinomenologisch derart beschrieben werden, dafi die Salzkonzentration in der Reaktionsmi- 
schung den Abstand der Funktionalgruppen, die an der Ionenaustauschwechselwirkung betei- 
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ligt sind, "einstellt". Im Verlauf der Synthese gelingt es offensichtlich, diese vorteilhafte 
Konstellation zu fixieren (synthetischer Rezeptor mit ionischen Funktionalgruppen im richti- 
gen Abstand). Besonders effektiv laflt sich diese Verfahrensweise bei Oberflachenfunktiona- 
lisierungen fester Trager realisieren, die im folgenden beschrieben wird. 

5 Durch Wahl der Funktionalisierungsstrategie bzw. -bedingungen konnen neben einer optima- 
len SpezifitSt der Templatabdriicke auch die unspezifischen Wechselwirkungen von struktu- 
rell Shnlichen oder verschiedenen Substanzen mit dem TGP minimiert werden. Beispiele da- 
fur sind die Optimierung des funktionellen Monomers und/oder des Vernetzers, ZusStze im 
Reaktionsgemisch (z.B. von hydrophilen Monomeren), Mebxschritt-Modifizierungen oder 
1 0 nachtrSgliche Derivatisierungen. Damit wird die Selektivitat der TGP erhSht. 

Die erfindungsgemSBen neuartigen Templat-geprSgten Materialien bestehen aus Templat- 
geprSgten Polymeren (TGP), die durch Modifizierung der OberflSche von festen TrSgem in 
wSfirigen oder organischen Reaktionsldsungen erhalten werden und die auf dem Wege einer 
an der TrSgeroberflSche initiierten vernetzenden Polymerisation funktioneller Monomere in 
15 Gegenwart eines Templates zu stabilen Templatabdrttcken filhrt. AnschlieBend k5nnen die 
Templatabdriicke Templatmolekttle oder Templatderivate auch aus wSBrigen, salzhaltigen 
Ldsungen spezifisch binden. 

Die erfindungsgemafien Templat-gepragten Membranen (TGM) werden durch Modifizierung 
der OberflSche yon Membranen erhalten, die auf dem Wege einer an der MembranoberflMche 
20 initiierten vernetzenden Polymerisation funktioneller Monomere in Gegenwart eines Templa- 
tes zu stabilen Rezeptorstrukturen in Form von Templatabdrttcken fuhrt, die anschliefiend 
Templatmolekiile oder Templatderivate spezifisch binden konnen. 

Das erfindungsgemaBe Verfahren zur Herstellung Templat-gepragter Materialien besteht dar- 
in, dafl ausgehend von einer porSsen Membran unter Erhalt der makropSsen Struktur und 
25 spezifischen Oberflache synthetisiert wird und sowohl eine grofle Templat-Bindungskapazitat 
als auch eine hohe Permeability der Templat-geprggten Membran erzielt werden. Die Synthe- 
se der Templatabdriicke erfolgt durch eine heterogene photoinitiierte vernetzende Pfropfcopo- 
lymerisation funktioneller Monomere auf der TrMgeroberflSche. 

Bei der erfindungsgemafien Herstellung Templat-geprSgter Materialien werden eine Substanz 
30 voin H-Abstraktionstyp (Anlagerung eines Wasserstoffatoms aus der Umgebung) als Photo- 
initiator und das TrSgerpolymer als Coinitiator eingesetzt, wobei die Initiierung durch Licht- 
anregung des Photoinitiators erfolgt. 

Die Synthese der Templatabdriicke beruht auf einer chemisch initiierten vernetzenden Poly- 
merisation funktioneller Monomere auf der Trageroberflache. Als Initiator wird eine Substanz 
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eingesetzt, die nach physikalischer oder chemischer Anregung Radikale oder andere Starter- 
spezies fur eine Polymerisation erzeugt. 

Als Tragermaterialien dienen organische Polymere wie z.B. Polypropylen, Polyethylen, Poly- 
styren, Polysulfon, Polyamide, Polyester, Polycarbonat, Polyacrylnitril, Polyvmyhdenfiuorid, 
Polytetrafluoroethylen, Polyacrylate, Polyacrylamide, Cellulose, Amylose, Agarose sowie 
deren jeweilige Derivate, Copolymere oder Blends der Polymeren. 

Als Tragermaterialien werden ferner pordse Festkorper wie z.B. Glaser, Silikate, Keramiken 
Oder Metalle bzw. deren Komposite, auch mit organischen Polymeren, eingesetzt. '"" 
Die Membranen weisen vorzugsweise symmetrische, aber auch asvmmetrische Porenstruktu- 
ren und PorengrSfien zwischen wenigen nm und 10 urn, bevorzugt 100 nm bis 5 um aurV 
Als Template dienen kleine Molekiile mit Molekttlmassen unter oder um 100 Da, wie zB. 
Herbizide, Wirkstoffe oder Aminosauren, grBBere Molekflle wie Peptide, Proteine, Nuklein- 
sauren oder Kohlehydrate, oder auch Partikel wie Viren, Bakterieri oder Zellen und als funk- 
tionelle Monomere polymerisationsfahige Verbindungen mit zur Wechselwirkung mit Tern- 
platen befaliigten Gruppen, insbesondere Carboxyl-, Sulfonyl-, Sulfat-, Phosphat-, Amino- 
oder quartSren Ammonium-Gruppen sowie jeweils deren Derivate, auch im Gemisch\ 'I ' 
Dureh eine nachtragliche oder vorherige zusatzliche Funktionalisierung oder Beschichtung 
wird die unspezifische Bindung von mit Templat konkurrierenden Substanzen und Nicht- 
Templaten verringert. 

In einer besonderen Ausgestaltung des erfindungsgemSfien Verfahrens werden im Gemisch 
mit den funktioneUen Monomeren auch Vernetzermonomere sowie Losungsmittel filr alle 
Komponenten des Reaktionsgemisches eingesetzt. 

Bei der HersteUung Templat-gepragter Polymere (TGP) lSBt sich durch den Zusatz von Salz 
die Bindungsspezifitat und -kapazitSt des Templat-geprSgten Polymers fur das Templat sowie 
Templat-MhnUche Substanzen erhohen, wobei als TrSger Filme, Membranen, Fasern, Hohlfa- 
sem, Gewebe, Vliese oder Partikel, jeweils nichtporos oder pords, verwendet werden, jedoch 
das Templat-gepragte Polymer auch tragerfrei in beliebiger Gestalt und GrQBe hergestellt ist. 
Die erfindungsgemaBe Verwendung der neuartigen Templat-gepragten MateriaUen liegt in der 
Stofftrennung und/oder Analytik von flussigen oder gasfdrmigen Stoffgemischen, die auf der 
spezifischen Bindung der Template oder Tempiatderivate bei der Perfusion oder Diffusion 
durch Templat-geprSgte Polymere oder der Application auf Templat-gepragten Polymeren 
basieren, femer in der substanzspezifischen Stofftrennung mittels 

- Affinitatsfiltration durch eine Anordnung mit Templat-gepragtem Polymer zur Aufkonzen- 
trierung, Reinigung, Abtrennung oder analytischen Bestiramung von Substanzen, 
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- Diatyse oder Elektrodialyse durch ein Templat-gepragtes Material zur Aufkonzentrierung, 
Reinigung, Abtrennung oder analytischen Bestimmung von Substanzen, 

- Festphasenextraktion, Chromatographic, Membranchromatographie oder Elektrophorese mit 
einem Templat-gepragten Polymer zur Aufkonzentrierung, Reinigung, Abtrennung oder ana- 

5 lytischen Bestimmung von Substanzen, 

- eines Templat-geprSgten Polymers als Sensor oder Katalysator zur Reinigung, Abtrennung 
oder analytischen Bestimmung von Substanzen sowie 

( - eines Templat-gepragten Polymers als Blottingmembran oder Teststreifen oder Material fur 

Assays oder zum Wirkstoff-Screening. 

10 

j Die Merkmale der Erfindung gehen aufier aus den Ansprttchen auch aus der Beschreibung 

hervor, wobei die einzelnen Merkmale jeweils fur sich allein oder zu mehreren in Form von 
Kombinationen vorteilhafte schutzfahige AusfUhrungen darstellen, fur die mit dieser Schrift 
Schiitz beantragt wird. Die Kombination besteht aus bekannten (Membranen, Polymere) und 
15 netten Elementen (Modifizierung der gesamten Oberflache von Membranen mit Templat- 
gepragten Polymerschichten, Synthese dttnner JGP-Schichten auf festen Tragern), die sich 
gegenseitig beeinflussen und in ihrer neuen Gesamtwirkung einen Gebrauchsvorteil und den 
erstrebten Erfolg ergeben, der darin liegt, daB nunmehr mit den synthetisierten TGP z.B. die 
spezifische Aufkonzentrierung von Schadstoffen aus verdttnnten Losungen (Bereicherung der 
20 Spurenanalytik) sowie z.B. die effiziente Hochreinigung von Proteinen - ein ProzeB von 

) hfichster Relevanz fur die Biotechnologie - mdglich ist und die JGP-Synthese in waBrigen 

Systemen mit hoher Templat-Spezifitat sowie die Anwendbarkeit der 7*GP-Synthese auf 
Oberflachen fester FormkSiper als Trager gelingt. 

) • 
25 Die Erfindung soli anhand von AusfUhrungsbeispielen naher erlautert werden, ohne auf diese 
Beispiele beschrankt zu sein. 

Ausfuhrungsbeispiele 

30 Beispiel 1. Fur das Herbizid Terbumeton (2-t-Butylamino-4-ethyl-6-methoxy-l,3,5-triazin) 
molekular gepragte Polypropylenmembran 

Eine Probe (6 cm 2 ) einer PP-MF-Membran (2E HF, Akzo Nobel, Wuppertal) wird mit Chlo- 
rofom extrahiert, getrocknet und gewogen; anschlieBend wird die Membran in einer Petrischa- 
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le (d=10cm) mit 10 ml Reaktionslosung bestehend aus 5 mM Terbumeton (Templat), 
25 mM Acrylsaure (funktionelles Monomer), 600 mM Ethylenglycolbismethacrylat 
(Vernetzer) und 5 mM Benzophenon (Photoinitiator) in Chloroform getrMnkt und iiberschich- 
tet. Die Petrischale wird mit einer Glasplatte (Tief-UV-Filter, l£ 310 nm) abgedecfct. Nach 
30 min erfolgt die Belichtung bei Halblast an einem UV-Trockner (Beltron GmbH). fur insge- 
samt 9 min (9 Passagen durch Belichtungszone). Anschliefiend wird die Membran dreimal mit 
Chloroform/Essigsaure (98/2, v/v) sowie dreimal mit Chloroform extrahiert. Danaph wird 
getrocknet und gravimetrisch der Modifizierungsgrad, TGP pro Suflere Membranflache, be- 
stimmt: DG - 3,3 ug/cm 2 . 

Eine nicht molekular gepragte Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber ohne Tem- 
plat, prapariert; der Modifizierungsgrad (Polymer pro aufiere MembranflSche) betrSgt: 
DG -2,0 ug/cm 2 . 



Beispiel 2. Fiir das Herbizid Terbumeton (2-t-Butylamind-4-ethyl-6-methoxy'lX5-triazin) 
molekular geprSgte Nylonmembran 

Eine Probe (6 cm 2 ) einer Ny-MF-Membran (2D, Akzo Nobel, Wuppertal) wird mit Chloro- 
form extrahiert, getrocknet und gewogen; anschliefiend wird die Membran in einer Petrischale 
(d= 10 cm) mit 10 ml ReaktionslQsung bestehend aus 1 mM Terbumeton (Templat),; 5 mM 
Acrylsaure (funktionelles Monomer), 120 mM Ethylenglycolbismethacrylat (Vernetzer) und 
1 mM Benzophenon-4-carbonsaure (Photoinitiator) in Chloroform getrankt und ttberschichtet. 
Die Petrischale wird mit einer Glasplatte (Tief-UV-Filter, 1^310 nm) abgedeckt. Nach 
30 min erfolgt die Belichtung bei Halblast an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) fur insge- 
samt 9 min (9 Passagen durch Belichtungszone). Anschliefiend wird die Membran dreimal mit 
Chloroform/Essigsaure (98/2, v/v) sowie dreimal mit Chloroform extrahiert. Danach wird 
getrocknet und gravimetrisch der Modifizierungsgrad (TGP pro aufiere Membranflache) be- 
stimmt: DG = 24,2 ug/cm 2 . 

Eine nicht molekular geprSgte Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber ohne Tem- 
plat, prapariert, der Modifizierungsgrad (Polymer pro aufiere Membranflache) betragt: 
DG = 30,0 ug/cm 2 . 

Weitere Ergebnisse fur variierte Praparationsbedingungen zeigt Tabelle 1 . 
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Tabelle 1 : Praparationsbedingungen und Ergebnisse fur das Herbizid Terbumeton gepragte 
Polypropylenmembranen (PP) und Nylonmembranen (PA) 
Initiator: 1 mM Benzophehon; * 1 mM Benzophenon-4-carbonsaure 



Membran 


Terbumeton 


AA 


EDMA 


DG 




(mM) 


(mM) 


(mM) 


(Hg/cm 2 ) j 


PP-MIP1 
PP-K1 


0,2 


1 


24 


U 

0 


PP-MIP2 
PP-K2 


1 


5 


120 


3,3 


PP-MIP3 
PP-K3 


5 


25 


600 


7,5 
7,7 


PP-MIP4* 
PP-K4* 


1 


5 


120 


.0 
3,3 


PA-MIP1 
• PA-K1 


0,2 


1 


24 


o 

13,2 


PA-MIP2 
. , PA-K2 


1 


5 


120 


1.7 
17,6 


'.. PA-MIP3 
PA-K3 


5 


25 


600 


0 
0 


PA-MIP4* 
PA-K4* 


1 


5 


120 


24,2 
30,8 



MIP molekular geprSgte Membran, 



K nicht molekular gepragte Membran (Kontrolle), 

AA AcrylsSure, 

EDMA Ethylenglycolbismethacrylat, 

DG Modifizierungsgrad 

Beispiel 3. Anwendung einerfur Terbumeton molekular gepragten Polypropylenmembran z 
Anreicherung von Herbiziden (Festphasenextraktion) 
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^ine Probe (4,9 cm 2 ) einer entsprechend Beispiel 1 modifizierten Membran wird in eihen Fil- 
terhalter aus Stahl mit Luer-Lock-Anschlufl (Schleicher & Schuell, Dassel) montiert. 10 ml 
einer Ldsung des Herbizids (Terbumeton, Terbutryn, Desmetryn oder Terbutylazin) mit einer 
Konzentration im Bereich von 10' 7 bis 10" 5 M in Wasser werden aus einer Spritze mit einer 
Geschwindigkeit von lOml/min quantitativ durch die Membran filtriert. AnschlieBend wer- 
den das Filtrat sowie 10 ml der RohlSsung mit jeweils 10 ml Chloroform extrahiert; die Her- 
bizidkonzentrationen werden dann mit Hilfe der Gaschromatographie (TrennsSule HP5MS; 
Hewlet Packard GC System HP 6890 mit Masse-selektivem Detektor HP 5973) quantitativ 
bestimmt und auf diese Weise die in der Membran gebundene Mehge ermittelt. 

ReprSsentative Ergebnisse filr PP-MIP, PP-Kontrolle und PP-unmod. sowie 5*10*7 M Herbi- 
zid in Wasser zeigen Fig. 5 und Tabelle 2. 



Tabelle 2: Adsorptionskapazitat einer molekular gepragten PP-Membran 
(10 ml Herbizid-Lfisung; Konzentration 10' 5 M; Membranflache 5 cm 2 ) 



Membran 




Adsorption r 




Te 


rbumeton 


Terbutylazin 


Desmetryn 


Terbutiyn 






nmol/cm 2 


% 


nmol/cm 2 


% 


nmol/cm 2 


% 


nmol/cm 2 


PP 


78 


15,6 


95 


19,0 


39 


7,8 


98 


19,6 


PP-K3 


79 


15,8 


95 


19,0 


42 


8,4 


71 


14,2 


PP-MIP3 


96 


19,2 


76 


15,2 


63 


12,6 


100 


20,0 



PP unmodifizierte Membran, 
PP*3 ohne Anwesenheit von Templat modifizierte Membran, 
PP-MIP3 molekular gepragte Membran (T: Terbumeton) 



Beispiel 4. Fur Peroxidase gepragte Polypropylenmembran 

Auf einer Membran aus Polypropylen wird Anilin nach folgender exemplarischer Vorschrift 
zu einem fest haftenden, homogenen, optisch transparenten Film polymerisiert (vgl. Figur 1, 
Figur 2): Zu 30 ul einer Losung von Anilinhydrochlorid (720 mM) und Meerrettichperoxidase 
(1,67 mg/ml) in Wasser werden 20 ul Ammoniumperoxodisulfat (250 mM in Wasser) pipet- 
tiert, griindlich vermischt und bei Raumtemperatur unter Schtttteln fUr 2 h zur Reaktion ge- 
bracht. Danach wird grundlich mit Wasser und anschlieBend mit 1 0 mM Natriumphosphatpuf- 
fer (pH = 7,5) gewaschen. 
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Beispiel 5: Ersatz von biologischen Rezeptoren in Assays durch molekular gepragte Poly- 
mermembranen 

Membranen wurden wie in Beispiel 4 durch Peroxidase-TGP modifiziert. Die dabei erhalte- 
nen modifizierten Oberflachen zeigen das Verhalten von kunstlichen Antikorpern fiir Peroxi- 
dase. Urn die Affinitat der TGP-Oberflachen fur das Templat Peroxidase zu demonstrieren, 
wird Meerrettichperoxidase aus Losungen unterschiedlicher Konzentration adsorbiert und 
dann mit ffilfe von Wasserstofiperoxidzugabe sowie der Vis-Detektion, basierend auf der 
Empfindlichkeit des PAni-Films bestimmt. Die signifikant hdheren Werte fiir die Peroxidase- 
TGP-OberflSche im Vergleich zum sehr geringen Signal bei der nicht gepragten Kontrollpro- 
be zeigen die hShere Bindung von Meerrettichperoxidase an den synthetischen Rezeptorstruk- 
turen unter SSttigung der Sorptionskapazitat im untersuchten Konzentrationsbereich. 

Beispiel 6. Fiir das Herbizid Desmetryn (2-Isopropylamino-4-methylamino-6-methylthio- 
1,3,5-rtriazin) molekular geprdgte Polypropylenmembranen 

Eine runde Probe (46 cm 2 ) einer PP-MF-Membran (nominaie Porengrofle, d » 0.2 ^m; 2E HF, 
Akzo Nobel, oder d = 0.6 \xm; AN 06, Millipore) wird mit Chloroform und Methanol extra- 
hiert, getrdcknet und gewogen. Danach wird die Membran fiir 30 min in eine 100 mM Lflsung 
von BP (Photoinitiator) in Methanol getaucht Anschliefiend wird die Membran, deren Poren 
noch mit der BP-Losung gefiillt sind, in einer Petrischale (d = 10 cm) mit 20 ml Reaktionslo- 
sung, bestehend aus 10 mM Desmetryn (Templat), 50 mM AMPS (funktionelles Monomer), 
100 mM MB A A (Vemetzer) und 0.1 mM BP in Wasser, iiberschichtet. Die Petrischale wird 
mit einer Glasplatte (Tief-UV-Filter, 1 > 310 nm) abgedeckt. Nach 30 min erfolgt die Belich- 
tung an einem UV-Trockner (Beltron GmbH) bei Halblast fiir insgesamt 10 min (10 Passagen 
durch die Belichtungszone). AnschlieBend wird die Membran intensiv mit Methanol, Wasser, 
50 mM Salzsaure, Wasser und wieder Methanol gewaschen. Danach wird getrocknet und 
gravimetrisch der Modifizierungsgrad (DG, bezogen auf die aufiere Membranoberflache) be- 
stimmt. Eine nicht molekular gepragte Kontrollprobe wird nach analoger Vorschrift, aber oh- 
ne Templat, prapariert. Ergebnisse fur variierte Praparationsbedingungen (pH-Wert, Salzkon- 
zentration) zeigt Tabelle 3. 

Beispiel 7. Anwendung von Desmetryn-gepragten Polypropylenmembranen zur Anreicherung 
von Herbiziden (Festphasenextraktion) 

Eine Probe (4.9 cm 2 ) einer entsprechend Beispiel 6 funktionalisierten Membran (vgl. Tabel- 
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le 3) wird in einen Filterhalter aus Stab! mit Luer-Lock-Anschlufl (Schleicher & Schuell, Das- 
sel) montiert. 10 ml einer LSsung von Desmetryn mit einer Konzentration im Bereich von 10' 7 
bis 10* 5 M in Wasser werden aus einer Spritze mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min 
quantitativ durch die Membran fiitriert. AnschlieBend werden das Filtrat sowie 1Q ml der 
RohlSsung mit jeweils 10 ml Chloroform extrahiert; die Herbizidkonzentrationen i werden 
dann mit Hilfe der Gascbxomatographie (Trennsaule HP5MS; Hewlet Packard GC, System 
HP 6890 mit Masse-selektivem Detektor HP 5973) quantitativ bestimmt und auf diese Weise 
die in der Membran gebundene Menge ermittelt. 

Representative Ergebnisse sind in Tabelle 4 zusammengefaflt. Fttr beide Matrixmembran- 
porengrdBen weisen die rGP-Membranen deutlich (TGP 1) bzw. siginifikant (TGP 2) hfihere 
Afifinitaten fur das Herbizd auf, wShrend die mit einem chemisch ahnlichen, aber nicht ge- 
prMgten Polymer modifizierten Membranen verglichen mit unmodifiziertem PP leicht erhdhte 
(K 1) oder sogar geringere (K 2) Werte aufweisen. 

Das rGP-gebundene Herbizid kann durch pH-Wechsel oder erhdhte Salzkonzentration wieder 
aus der Membran eluiert werden; ein Beispiel zeigt Fig. 6. 

In prinzipiell analoger Weise konnte das Herbizid aus einer 2*10" 9 M LOsung bei einer Wie- 
derfindung von 90 % lOOOfach angereichert werden; d.h. eine substanzspezifische' Festpha- 
senextraktion kann sowohl zur Aufreinigung als auch zur Aufkonzentrierung genutzt werden. 
Die rGP-Membranen sind ohne Verlust an SpezifitSt und Kapazitat nach einer einfachen Re- 
generation wiederholt einsetzbar, d.h. eine Anwendung zur Dekontamination ist so mdglich 
(s. Fig. 7). 



Beispiel 8. Substanz- bzw. Gruppenspezifitat von Desmetryn-gepragten Polypropylen- 
membranen 

Eine Probe (4.9 cm 2 ) einer entsprechend Beispiel 6 funktionalisierten Membran (TGP 1, s. 
Tabelle 3) wird wie in Beispiel 7 beschrieben getestet: 10 ml einer LSsung des jeweiligen 
Herbizids (Desmetryn, Terbumeton, Terbutryn oder Terbutylazin) mit einer Konzentration 
von 10* 5 M in Wasser werden aus einer Spritze mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min 
quantitativ durch die Membran fiitriert. AnschlieBend erfolgt wie in Beispiel 7 beschrieben 
die quantitative Analytik. 

Aussagen zu der Spezifitat des PrSgens und der Gruppenspezifitat der rGP-Membranen kon- 
nen aus den in Fig. 8 dargestellten Ergebnissen abgeleitet werden. 
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FOr das Templat Desmetryn sowie Terbutryn und Terbumeton G'eweils Methoxy- bzw. Me- 
thylthio-substituierte s-Triazine) ist die Affinitat von TGP groBer als die von K. FUr Terbuty- 
lazin (Chlor-substituiertes s-Triazin) sowie das 1,2,4-Triazin Metribuzin ist dagegen keine 
Spezifitat zu beobachten. D.h., die Spezifitat wird durch das Pragen erzeugt; auch Substanzen 
mit identischer Hydrophilie/phobie-Balance (Terbumeton und Terbutylazin, jeweils 
lgko W = 3.04) werden aufgrund eines unterschiedlichen molekularen Details (Methoxy- vs. 
Chlor-Substituent) unterschiedlich durch den synthetischen Rezeptor gebunden ("Fit"). Es 
resultiert eine GruppenspezifitSt fur s-Triazine mit ahnlicher Substitution ("Polyklonalitat", in 
Analogie zu Antikorpern). 

Beispiel 9. Affinitdt von unterschiedlichen Desmetryn-geprdgten Polypropylenmembran fur 
Herbizide aus wdfirigen Pufferldsungen 

Eine Probe (4.9 cm2) einer entsprechend Beispiel 6 funktionalisierten Membran (s. Tabelle 3) 
wird wie in Beispiel 7 beschrieben getestet: 10 ml einer LSsung von Desmetryn mit einer 
Konzentration von 10-5 m - m Pufferldsungen mit unterschiedlichem pH-Wert werden aus ei- 
ner Spritze mit einer Geschwindigkeit von 10 ml/min quantitativ durch die Membran filtriert. 
AnschlieBend erfolgt wie in Beispiel 7 beschrieben die quantitative Analytik (s.Fig; 9). 

E§ ist zu sehen, dafi bei den aus salzfreien LSsungen polymerisierten rGP-Membranen (vgl. 
Tabelle 3) die Affinitat fiir die Herbizidbindung aus Pufferlosungen gering ist. Auch eine 
Synjhese bei pH = 5.5, d.h. mit dem Natriumsalz des funktionellen Monomers AMPS, ergi.bt 
ahnlich geringe Affinitaten. Dagegen weisen die bei niedrigem pH unter Salzzusatz syntheti- 
sierten TGP bemerkenswert hohe Affinitaten fur die Herbizidbindung aus 50 mM Pufferlo- 
sungen auf. Bei hoheren pH-Werten sinkt die Affinitat der TGP, offensichtlich, da die Salz- 
bUdung immer starker mit der Bindung des Herbizids im synthetischen Rezeptor konkurriert. 

Beispiel 10. Ersatz von biologischen Rezeptor en (hier Anti-Atrazin-Antikdrper) in Assays 
durch TGP-Oberfldchen 

Wells von 96er Mikrotiterplatten aus Polystyren wurden unter analogen Bedingungen wie in 
Beispiel 6 beschrieben, aber mit Atrazin als Templat, modifiziert: 

Zun3chst werden pro Well 250 ul einer 100 mM Losung von BP (Photoinitiator) in Methanol 
pipettiert, und die Mikrotiterplatte wird fur 60 min geschattelt. Die LSsung wird entfemt und 
anschlieJJend werden pro Well 250 ul der Reaktionslosung, bestehend aus lOmM Atrazin 
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(Templat), 50 mM AMPS (funktionelles Monomer), 100 mM MBAA (Vemetzer) und "'■ : \\f-} 
0.1 mM BP in Wasser pipettiert. Die Mikrotiterplatte wird mit einer Glasplatte (Tief-UV- . + 
FUter, l> 310 nm) abgedeckt. Nach 60 min erfolgt die Belichtung an einem UV-Trockner 
(Beltron GmbH) bei Halblast fur insgesamt 10 min (10 Passagen durch die Belichtungszone). 
5 AnschlieBend wird die Mikrotiterplatte intensiv mit Methanol, Wasser, 50 mM SalzsSure, 
Wasser und wieder Methanol gewaschen sowie anschlieBend getrocknet. 

Dieaufdiese Weise erhaltenen modifizierten Oberflachen der Wells zeigen das Verhaltenvon : - j: 
kiinstlichen AntikSrpern fur Atrazin, was sich in einem kompetitiven Triazin-Assay nutzen 
lafit: 

10 In unterschiedlichen modifizierten Wells werden jeweils 50 |al einer Losung von Herbizid ' ?' • 
(Atrazin oder Metribuzin) in Konzentrationen von 10*7 'bis 10-4 m - m Wasser sowie 50 ul 
Atrazin-Peroxidase-Konjugate-Losung (aus dem Pestanal Atrazin ELISA Kit; Riedel de Haen) 
pipettiert und unter Schiitteln bei Raumtemperatur fur 2 Stunden inkubiert. AnschlieBend er- i. 
folgen Waschen, Entwickeln sowie Stoppen entsprechend der Vorschrift des kommerziellen t : 

15 Assays (vgl. o.). Die Extinktionen bei 450 nm werden in einem Mikrotiterplattenlesegerat ! ; 

gemessen. Ergebnisse sind in Fig. 10 dargestellt. Mit unmodifizierten Mikrotiterplatten wer- 
den keine siginifikanten ExtinktionsMnderungen erhalten. 

Tabelle 3: PrSparation von Desmetryn-gepragten PP-Membranen (Beschichtung mit BP; L6- j 
20 sungen in Wasser; 10 min UV-Belichtung bei Raumtemperatur). • 





Poren, 
dp (um) 


Desmetryn 
c (mM) 


Salzzusatz 
(c = 50 mM) . 


pH 


Funktionalisierungsgrad 
DG(^g/cm 2 ) 


TGP1 


0.2 


10 




1.5 


863 


Kl 


0.2 






1.5 


724 


TGP2 


0.6 


10 




1.5 


178 


K2 


0.6 






1.5 


132 


TGP3 


0.2 


10 


NaCl 


1.5 


800 


K3 


0.2 




NaCl 


1.5 


430 


TGP4 


0.2 


10 


Na 3 P0 4 


2.1 


933 


K4 


0.2 




Na3P04 


2.1 


343 


TGP5 


0.2 


10 


Na 3 P0 4 


5.1 


1102 


K5 


0.2 




Na 3 P0 4 


5.1 


559 
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Tabelle 4: Desmetrynsorption aus 10-5 m L6 sun gen des Herbizids in Wasser in Desmetryn- 
gepragten Polypropylenmembranen sowie Kontrollproben (Filtrationsgeschwindigkeit 
lOml/min). 



Membran 


DG (ng/cm 2 ) 


Desmetrynsorption (%) 


PP (0.2 nm) 




48 


TGP 1 (0.2 iim) 


863 


92 


K 1 (0.2 urn) 


724 


57 


PP (0.6 nm) 




12 


TGP 2 (0.6 urn) 


178 


16 


K 2 (0.6 urn) 


132 


8 



Abkiirzungsverzeichnis 

AA Aciylsfiure, 

AMPS 2-Acyloylamino-propan-2-sulfonsaure 

BP Benzophenon 

DG Funktionalisierungsgrad 

EDMA Ethylenglycolbismethacrylat, 

FM Funktionelles Monomer 

FTTR-ATR-Spektroskopie - Fourier Transform Infrared - Attenuation of Total Reflexion; 

Infrarotspektroskopie mit AbschwSchung der Totalreflexion 
K Kontrolle, synthetisiert ohne Templat 

lg kQW Verteilungskoeffizient 1 -Octanol/Wasser 
LM Losungsmittel 
MBAA N,N'-Methylenbisacrylamid 
MF : Mikrofiitration 
MIP Molekular gepragte Polymere 
Phi Photoinitiator 
PP Polypropylen 
REM Raster-Elektronen-Mikroskop 
T Templat 
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TGM Templat-gepragte Membranen 

TGP Templat-gepragte Polymere 

UF Ultrafiltration • H 

V Vernetzer ; ! 

Legende zu den Figuren 
Figur 1: ' 

Schematische Darstellung der Synthese von Templat-gepragten Polymeren (TGP): 
Templat-spezifische BindungssteUen ("Templatabdriicke") werden durch vernetzte Polymeri 
sation funktioneller Monomere oder Vemetzung funktioneller Polymere in Gegenwart eines 
Templats und anschlieltendes Auswaschen des Templats erzeugt. 

Figur 2: 

Schematische Darstellung der Modifizierung der Oberflache vom Membranen mit Templat- 
gepragten Polymeren - Herstellung von Templat-gepragten Membranen (TGM): Templat- 
spezifische BindungssteUen ("Templatabdriicke") werden durch photoinitiierte vernetzte 
Pfropfcopolymerisation oder chemische Pfropfung bzw. Polymervernetzung funktioneller 
Monomere in Gegenwart eines Templats und anschlieflendes Auswaschen des Templats er- 
zeugt. 

Figur 3: 

Strukturtypen von TGM: 

a) Templatabdriicke innerhalb oder/und an der Oberflache einer vemetzten Pfropfcopolymer- 
schicht, die an der MembranoberflSche fixiert ist 

b) Templatabdriicke direkt an der Membranoberflache unter Beteiligung des Matrixpolymers 
Figur 4: 

Anwendungen von TGM: 

a) Perfusion einer LQsung oder gasfdrmigen Mischung mit Templat durch die Membran 

b) Applikation einer Losung oder gasfdrmigen Mischung mit Templat auf die Membran. 

In beiden Fallen kann anschliefiend zunachst Waschen und danach Elution bzw. direkte Ana- 
lytik des Templats erfolgen. 
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Patentanspruche 

1 

1. Neuartige Templat-gepragte Materialien, bestehend aus Templat-gepr3gten Polymeren 
(TGP) auf beliebigen Oberflachen, wozu Membranen gehoren, erhalten durch Modifizie- 
rung der Oberflache von festen Tragem sowohl in organischen als auch in waBri^en oder 
wSBrig-salzhaltigen ReaktionslSsungen, die auf dem Wege einer an der Tragerobkflache 
initiierten vernetzenden Polymerisation funktioneller Monomere in Gegenwai* • eines 
Templates zu stabilen Templatabdrucken fiihrt, die anschlieBend Templatmolektile oder: 
Templatderivate aus organischen oder auch aus waBrigen, salzhaltigen LQsungen spezi- 
fisch binden. 

2. Verfahren zur Herstellung Templat-gepragter Materialien nach Anspruch 1, dadurch ge- 
kennzeichnet, daJ3 

2.1. ausgehend von einer porosen Membran unter Erhalt der makroposen Struktur uiid 
spezifischen Oberflache Templat-gepragte Membranen (TGM) synthetisiert und damit 
sowohl eine groBe Templat-Bindungskapazitat als auch eine hohe Permeabilitat der 
TGM erhalten werden, 

2.2. die Synthese der Templatabdrttcke durch eine heterogene phdtoinitiierte vernetzende 
Pfropfcopolymerisation funktioneller Monomere auf der TrSgeToberflache erfolgt, 

2.3. eine Substanz vom H-Abstraktionstyp als Photoinitiator und das Membranpoiymer als 
Coinitiator eingesetzt werden und die Initiierung durch Lichtanregung des Photoinitia- 
tors erfolgt, 

2.4. die Synthese der Templatabdrttcke durch eine chemisch initiierte vernetzende Poly- 
merisation funktioneller Monomere auf der Trageroberflache erfolgt, 

2.5. als Initiator eine Substanz eingesetzt wird, die nach physikalischer oder chemischer 
Anregung Radikale oder andere Starterspezies fiir eine Polymerisation erzeugt, 

2.6. als Tragermaterialien oder als Membranmaterialien organische Polymere wie z.B. Po- 
lypropylen, Polyethylen, Polystyren, Polysulfon, Polyamide, Polyester, Polycarbonat, 
Polyacryhutril, Polyvinylidenfluorid, Polytetrafluoroethylen, Polyacrylate, Polyacryl- 
amide, Cellulose, Amylose, Agarose sowie deren jeweilige Derivate, Gopolymere oder 
Blends der Polymeren eingesetzt werden, 

2.7. als TrSgermaterialien oder als Membranmaterialien porose Festkorper wie z.B. Glaser, 
Silikate, Keramiken oder Metalle bzw. deren {Composite, auch mit organischen Poly- 
meren, eingesetzt werden, 
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Figur 5 

Adsorptionskapazitat einer molekular gepragten PP-Membran als Funktion der applizierten 
Stofimenge eines ausgewahlten Herbizids (Terbumeton). 

PP-unmod: unmodifizierte PP-Membran 

PP-K3: ohne Anwesenheit von Teniplat modifizierte Membran (Kontrolle) 
PP-MDP3: molekular gepragte PP-Membran 

Figur 6: 

Freisetung von in Desmetryn-gepragten PP-Membranen (TGP 1) gebundenem Desmetryn 
(nach Sorption aus 10 5 M LQsungen des Herbizids in Wasser) durch Filtration / Elution vori / 
mit 10 ml SalzlQsung. 

Figur 7: 

Wiederholte Anwendung von Desmetryn-gepragten PP-Membranen (TGP 1) zur Sorption von 
Desmetryn aus 10" s M Losungen des Herbizids in Wasser (Regeneration durch Waschen mit 
50 ml Salzsaure und Wasser). 

Figur 8: 

Sorption verschiederier Herbizide aus lO* 5 M Losungen in Wasser in Desmetryn-gepragten 
PP-Membranen (TGP 1; Filtrationsgeschwindigkeit 10 ml/min). 

Figur 9: 

EinfluB des pH-Wertes auf die Sorption von Desmetryn aus lO" 5 M LQsungen in 50 mM 

Phosphatpuffer in Desmetryn-gepragten PP-Membranen (Filtrationsgeschwindigkeit 10 
ml/min). 

Figur 10: 

Kalibrieren fur die quantitative Bestimmung von Atrazin mit Atrazin-TGP-funktionalisierten 
Mikrotiterplatten ohne Anti-Atrazin-AntikOrper (Metribuzin als Kontrolle). 
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2.8. Membranen mit vorzugsweise symmetrischer, aber auch asymmetrischer Porenstruktur 
und PorengrSfien zwischen wenigen nm und 10 fim, bevorzugt 100 nm bis 5 jim, ein- 
gesetzt werden, 

2.9. als Template kleine Molekttle mit Molektilmassen unter oder urn 100 Da, wie z.B. 
Herbizide, Wirkstoffe oder Aminosauren, grSflere Molekttle wie Peptide, Proteine, 
NukleinsSuxen oder Kohlehydrate, oder auch Partikel wie Viren, Bakterien oder Zellen 
dienen, 

2.1 0. als funktionelle Monomere polymerisationsfahige Verbindungen mit zur Wechsel- 
wirkung mit Templaten befShigten Gruppen, inbesondere Carboxyl-, Sulfonyl-, Sulfat- 
, Phosphat-, Amino- oder quartaren Ammonium-Gruppen sowie jeweils deren Deriva- 
te, auch im Gemisch, eingesetzt werden, 

.2.11. durch eine nachtrSgliche oder vorherige zusatzliche Funktionalisierung oder Be- 
schichtung die unspezifische Bindung von mit Templat konkurrierenden Substanzen 
und Nicht-Templaten verringert wird. 

3. Verfahren nach den Anspriichen 1 und 2, dadurch gekennzeichnet, daJ3 im Gemisch mit 
den funktionellen Monomeren auch Vernetzermonomere sowie Losungsmittel fiir alle 
Komponenten des Reaktionsgemisches eingesetzt werden. 

4. Verfahren zur Herstellung Templat-gepragter Polymere (TGP) nach den Anspriichen 1 
und 2, dadurch gekennzeichnet, dafi 

4.1. durch den Zusatz von Salz die Bindungsspezifitat und -kapazitat des Templat- 
geprSgten Polymers fur das Templat sowie Templat-Shnliche Substanzen erhSht wird, 

4.2. als Trfiger Filme, Membranen, Fasem, Hohlfasern, Gewebe, Vliese oder Partikel, je- 
weils nichtporos oder pords, verwendet werden, 

4.3. das Templat-gepragte Polymer tragerfrei in beliebiger Gestalt und GrBfle hergestellt 
wird. 

4.4 das Templat nach der Synthese nicht aus den Templatabdrilcken entfernt wird. 

5. Verwendung der neuartigen Templat-geprSgten Materialien nach den Anspriichen 1 bis 4 
zur Stofiftrennung undVoder Analytik von fltissigen oder gasfdrmigen Stoffgemischen, die 
auf der spezifischen Bindung der Template oder Templatderivate bei der Perfusion oder 
Diffusion durch Templat-gepragte Polymere oder der Applikation auf Templat-geprSgten 
Polymeren basieren. 
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Verwendung nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dafi eine substanzspezifische : 
Stofftrennung mittels AfBnitatsfiltration durch eine Anordnung mit Templat-gepragtem 
Polymer zur Aufkonzentrierung, Reinigung, Abtrennung oder analytischen Bestimmung 
von Substanzen erfolgt. 



7. Verwendung nach den AnsprUchen 5 und 6 zur substanzspezifischen Stofftrennurig mit- 
tels Dialyse oder Elektrodialyse durch ein Templat-gepnigtes Material zur Aufkonzentrie- 
rung, Reinigung, Abtrennung oder analytischen Bestimmung yon Substanzen. 

8. Verwendung nach den Anspriichen 5 bis 7 zur substanzspezifischen Stofftrennung mittels 
Festphasenextraktion, Chromatographie, Membranchromatographie oder Elektrophorese 
mit einem Templat-geprSgten Polymer nach den AnsprUchen 1 bis 4 zur Aufkonzentrie- 
rung, Reinigung, Abtrennung oder analytischen Bestimmung von Substanzen. 

9. Verwendung nach den Anspriichen 5 bis 8 zur substanzspezifischen Stofftrennung 
oder/und Bindung oder/und chemischen Umwandlung durch ein Templat-gepragtes Po- 
lymer nach den Anspriichen 1 bis 4 als Sensor oder Katalysator zur Reinigung, Abtren- 
nung oder analytischen Bestimmung von Substanzen. 

10. Verwendung nach den Anspriichen 5 bis 9 zur substanzspezifischen Stofftrennung 
oder/und Bindung oder/und chemischen Umwandlung durch ein Templat-geprSgtes Po- 
lymer nach den Anspriichen 1 bis 4 als Blottingmembran oder Teststreifen oder Material 
fur Assays oder zum Wirkstoff-Screening. 
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Molekular gepragte Affinitatsmembranen 
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Molekular gepragte Affinitatsmembranen 



WO 00/07702 PCT/DE99/02429 

Figur3 3/10 



jg o 



i3 
ex 

i 



E 
o 

CL 

i 

s 



s 

>^ 
o 

CL 

o 

CL 

I 



WO 00/07702 

Figur 4 



PCTYDE99/02429 



4/10 



1) Filtration 



0 AO 



CJ QO 





Filtrat 



2)Waschen 



3) Elution 



; r 





Konzentrat 



I) Appiikation 




TGM 



2) Waschen 



3) Analy tik / Detektion 




WO 00/07702 

Figur 5 



5/10 



PCT/DE99/02429 




% 'uoj;djospv 



WO 00/07702 

Figur 7 



7/10 



PCT/DE99/02429 




% 'uoiicJjos uAjjatusaa 



: WOOO/07702 

ur 7 



7/10 



PCT/DE99/02429 




% 'tioijdjog uAjiatusaa 



WO 00/07702 



Figur 7 



7/10 



PCT/DE99/02429 




% 'UOI)CljOS UAj|9tUS9Q 



WO 00/07702 



Figur 9 



9/10 



PCT/DE99/02429 




WO 00/07702 • TCT/DE99/02429 

Figur 10 10/10 



. i • . 




^ CO CM 




